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[摘  要 ]  目的  制备抗人 DR5单克隆抗体 ( mAb) ,鉴定其特性, 并进行生物学活性分析。方法  以纯化的可溶性 DR5
( sDR5) 免疫 Ba lb /c小鼠,杂交瘤技术制备抗人 DR5mAb;运用 ELISA、SDS-PAGE电泳方法测定抗 DR5mAb与 sDR5结合的
特性; Ig亚类 ELISA试剂盒鉴定抗 DR5mAb亚类; 间接 ELISA法检测腹水 mAb效价; 流式细胞仪检测肿瘤细胞表面 DR5的
表达水平; 流式细胞仪检测抗 DR5单克隆抗体 (mAb)诱导肿瘤细胞凋亡的功能。结果  获得 1株可分泌抗 DR5mAb的杂交
瘤细胞系 R150。 SDS-PAGE电泳检测证实, 获得的 R150可特异性地识别 DR5; R150的 Ig亚类为 IgG I( K型 ); 腹水效价为
1 @ 106;通过流式细胞仪可敏感地检测到肿瘤细胞表面 DR5的表达水平及 R150诱导肿瘤细胞凋亡情况。结论  获得 1株可
分泌抗 DR5mAb的细胞系 R150,抗体具有效价高、特异性强等特点并能有效诱导肿瘤细胞凋亡, 具有较好的应用价值。
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[ Abstract]  Objective To prepare m onoc lona l antibodies ( mAbs) aga inst DR5, and character ize the ir b io log ical properties by
using EL ISA, flow cy tom etry, and SDS-PAGE. Methods Ba lb / c m ice we re immunized w ith so luble DR5 ( sDR5), and then mAbs
w as prepared by hybridom a techn ique. Ig subclass and spec ific ity o fmAbs were ana ly zed by EL ISA and SDS-PAGE, respective ly. The
titres o fmAbs in asc itic fluid w ere dete rm ined by indirect EL ISA. F low cy tom etry w as utilized to detect the tum or ce ll apoptosis- indu-
cing activ ity o f themAbs and the DR5 expression on the tum or cell surface. Resu lts One hybridom a ce ll line secre ting ant-iDR5mAbs
w ere obta ined, nam ed R150. DR5mAb R150 Ig subc lass be longed to IgG, who se titer in ascitic flu id w as 1 @ 106. The expression of
DR5 on d ifferent tum or ce ll surfaces could be sensitive ly detec ted by flow cytom etry. Conc lusion Ant-i DR5-mAbs aga inst DR5 have
been prepared successfu lly, wh ich possesse h igh titers and spec ific ity and cpuld be used in m embrane DR5 and sDR5 testing.
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  细胞凋亡的信号传递受体配体对有 3组, 分别
为 TNF /TNFR1, Fas ( CD95) /FasL 和 TRA IL ( TNF
re lated apoptosis induc ing ligand ) ( Apo2L ) /DR4、
DR5
[ 1]
。 1995年 W iley等
[ 2]
发现的肿瘤坏死因子相
关凋亡诱导配体 ( Tumour necrosis factor apoptosis in-






















联效应, 最终激活效应酶 ( 如 caspase-3、caspase-7














其在 ELISA、Western blot、Flow cy tom etry的应用前景。
为 ELISA试剂盒的研制及肿瘤的诊断奠定基础。
1 材料与方法
1. 1 材料  1)动物及试剂: 6 ~ 8周龄雌性 Balb /c
小鼠由厦门大学医学院实验动物中心提供。重组
DR5蛋白、L342 (肺腺癌 )细胞为本实验室储存。
NTA 层析纯化所获 sDR5 纯品、对 照抗 DR5
( p-DR5, IgG I)单克隆抗体购自美国 B ioV ision公司。
辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG (厦门市波生生
物技术有限公司惠赠 ) , F luorescent ( FITC ) 标记的
羊抗鼠 IgG蛋白、Annex inV-F ITC /PI双染试剂 ( Sig-
ma, U SA )、弗氏完全及不完全佐剂购自 S igma公
司。2)仪器: Pro teinG亲和层析柱为 Pharmac ia公司
产品。酶联免疫分析仪 (型号 MOLD1354)为芬兰
Labsystem s公司产品。流式细胞仪 (型号 FACSC al-i
bur)为美国 BD公司产品。
1. 2 杂交瘤细胞的建立  1)免疫动物: 参照文献
[ 9] ,以纯化的 sDR5 100 LL (约 27 Lg)与等量弗氏
完全佐剂乳化后经腹腔注射小鼠,每隔 2周以相同
剂量的 sDR5加等量不完全佐剂加强免疫 2次。末
次加强免疫后 3 d, 采用 ELISA法测定小鼠血清中
抗 sDR5抗体的效价,效价高 ( > 1B12 800)的小鼠
经尾静脉再加强注射 sDR5 100 LL, 3 d后进行细胞
融合。 2)细胞融合、筛选、克隆化及腹水制备, 均按
实验室常规方法进行,参照文献 [ 10]。
1. 3 腹水 mAb的纯化  首先将所用材料和试剂在
室温中平衡,去掉 Protein G亲和层析柱顶部和下端
的盖子, 排出柱内的储存液, 加 5 mL 结合缓冲液
(N a2HPO 4# 12H 2O, NaH2 PO4 # 2H2O, NaC,l pH = 6
的 0. 05 mo l/L磷酸盐缓冲液 )平衡柱子。将 mAb
腹水用 10~ 15 mL结合缓冲液适当稀释后上样, 待
样品完全进入层洗柱后, 用结合缓冲液洗柱, 再用
6~ 10 mL洗脱液 ( pH = 2. 7的 0. 1 mol /L甘氨酸缓
冲液 )进行洗脱, 收集洗脱液, 后使用浓缩管进行浓
缩,用紫外分光光度计测定其蛋白含量, 用 SDS-
PAGE鉴定其纯度。
1. 4 mAb的特异性鉴定  1) ELISA法: 用不同浓
度 ( 0. 25、0. 5、0. 75、1. 0、1. 25及 1. 5 Lg /mL )的
sDR5包被 96孔板, 每孔 100 LL, 4 e 过夜。 PBST
洗涤 4次,每孔加 200 LL ( 10mg /mL) BSA封闭反
应板, 37 e 反应 2 h。 PBST洗涤 4次, 备用。每孔
加入 R150杂交瘤 100 LL, 以购买的抗 DR5抗体
( p-DR5 mAb)作为阳性对照, PBS溶液作为阴性对
照, 37 e 反应 1 h。PBST 洗涤 4次, 加羊抗鼠 IgG-
HRP, 每孔 100 LL, 室温反应 1 h。 PBST 洗涤 4次,
加底物 TMB显色, 加终止液, 测 A 450 nm, 绘制曲线。
2) SDS-PAGE电泳方法检测: 将不同量 ( 2. 5、5. 0、
7. 5、10、12. 5、15、20 LL )的 mAb 与 100 LL sDR5
( 1mg /mL)混合,分别加入到小离心管中, 室温反应
30m in后于冰浴中反应 30 m in,以 sDR5细胞作为对
照,用 SDS-PAGE测定 mAb与 sDR5的结合。
1. 5 mAb的效价及 Ig亚类鉴定  1)效价测定: 用
sDR5( 2 mg /L )包被 96孔板, 按间接 ELISA法的常
规进行测定。 2 ) Ig亚类的鉴定: 采用鼠 Ig 亚类
ELISA检测试剂盒进行鉴定。
1. 6 流式细胞仪检测 L342细胞表面 DR5表达情
况  将加入到小离心管中的 L342细胞 ( 1 @ 105 /mL)
分别与 PBS、稀释的对照 p-DR5mAb( 100 LL /mL)及
PBS稀释的 R150 ( 100 LL /mL )充分混匀, 冰浴
30 m in, PBS 洗涤 3 次。再分 别与 F luorescent
( FITC) 标记的羊抗鼠 IgG蛋白 ( S igGa, USA )混合,
冰浴反应 30 m in, PBS洗涤 3次。通过流式细胞仪
技术检测 L342细胞表面 DR5的表达水平。
1. 7 MTT法检测mAb对 L342细胞增殖的抑制作
用  计数细胞, 5 @ 105 /孔接种培养板, 按 50. 0、
25. 0、12. 5、6. 25、3. 125及 1. 562 5 Lg /mL分别加入
R150、FasL 及鼠 IgG, 培养 4 h。加入 20 LL MTT
( 7. 5 g /L )继续培养 4 h, 加 100 LL二甲亚枫 ( DM-
SO ) ,于波长 570 nm测定吸光度 (A )值, 并计算抑制
率 (% )。实验重复 3次, 取其平均值。抑制率 = ( 1
-实验组的 A值 /对照组的 A 值 ) @ 100% [ 11]。
1. 8 流式细胞仪检测 mAb对肿瘤细胞诱导凋亡作
用  采用 Annex inV-FITC /PI双染色标记法, 收集培
养的 L342细胞,调细胞密度为 1. 0 @ 106 /mL。于 96
孔板中分别加入 50 LL /孔的 PBS、对照 p-DR5 mAb
( 50 Lg /mL )及 R150 ( 50 Lg /mL ), 于 37 e 温育
30m in。每孔加细胞悬液 100 LL,于 37 e 培养 2 h。
收集每孔细胞悬液,用标记缓冲液洗 2次, 每孔细胞
孵育于 100 LL 的标记缓冲液中, 每管分别加 5 LL
Annex inV-FITC溶液 ( 20 Lg /mL),混匀后于冰上避光
孵育 15 m in。最后补 PBS 400 LL,上机前每管加入
2 LL PI( 50 Lg /mL),流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
结果用 Cellquest软件进行细胞凋亡分析。
1. 9 统计学方法  全部数据使用 Excel和 SPSS
10. 1做统计学处理,数据以 x ? s表示, 两组间的比
较采用配对 t检验。
2 结果
2. 1 杂交瘤细胞系的建立  经动物免疫、细胞融
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2. 2 腹水 mAb的纯化  R150腹水经 Prote in G析
柱纯化后用浓缩管进行浓缩, 用紫外分光光度计测
定纯化蛋白的浓度为 2. 0 mg /mL。经 SDS-PAGE鉴
定 mAb的纯度在 95% 以上, 相对分子质量 (M r )为
140 000。其中, 轻链 23 000, 重链 47 000。 R150
SDS-PAGE鉴定如下 (图 1)。
1)  pu rchased R150 and IgG I; 2)  pre-pu rifiedR150; 3 )  pu r-i
fied R150.
图 1 纯化的 R150的 SDS-PAGE 鉴定
F ig1 Identification of pur ified R150 by SDS-PAGE
2. 3 mAb的特异性鉴定
2. 3. 1 ELISA检测 R150与 sDR5结合特性  EL-
S IA结果显示, R150与不同浓度的 sDR5结合反应
的 A 450 nm值为 0. 282、0. 454、0. 793、0. 900、1. 135、
1. 137;阳性对照组抗 DR5单克隆抗体与不同浓度
的 sDR5 结合反应的 A 450 nm值为 0. 280、0. 462、
0. 811、0. 944、1. 140、1. 144。不同浓度 R150、p-DR5
mAb与 sDR5结合组间差异显著 (P < 0. 05) , R150 /
p-DR5 mAb组间无差异 ( P < 0. 05) , 说明 R150为
sDR5的特异性抗体 (图 2)
图 2 EL ISA法检测 R150与 sDR5结合的特性
F ig 2 B ind ing activ ities of R150 to sDR5 detec ted by EL ISA
2. 3. 2 SDS-PAGE电泳测定 R150与 sDR5的结
合  将 2. 5、5. 0、7. 5、10、12. 5、15、20 LL R150与
100 LL sDR5( 1mg /mL)混合,分别加入到小离心管
中,室温反应 30 m in后于冰浴中反应 30 m in, 以
sDR5细胞作为对照。用 SDS-PAGE 测定 mAb与




够与 sDR5特异的结合 (图 3)。
M )  sDR5w ithou tR150 treatm en t; 1-7)  sDR5 treated w ith 2. 5,
5. 0, 7. 5, 10, 12. 5, 15, 20 LL R150, respectively.
图 3 SDS-PAGE检测 R150与 sDR5结合特性
F ig 3 Bond ing effect of R150 to sDR5 ana lyzed by SDS-PAGE
2. 4 mAb 的效价测定及 Ig亚类鉴定  间接
ELISA检测表明, R150腹水的效价为: 1 @ 106; R150
亚型为 IgG I( K型 )。
2. 5 流式细胞仪检测 L342细胞表面 DR5表达情
况  流式细胞仪结果表明, PBS对照组未能检出
L342细胞表面 DR5表达; R150检测 L342细胞表
面 DR5表达率为 25. 5%; 对照 p-DR5 mAb检测
L342细胞表面 DR5表达率为 26. 4% (图 4)。
图 4 流式细胞仪检测 L342细胞表面 DR5表达情况
F ig 4 Surface expression o f DR5 on L342 ce ll line
measured by flow cytome try
2. 6 R150对细胞生长的影响  经 MTT 法分析发
现,肿瘤细胞死亡率与 R150浓度成正比, 随着 R150
浓度的上升, L342细胞死亡率也升高。R150浓度
为 1. 562 5 Lg /mL 时, 肿瘤细胞死亡率仅为 ( 7. 33
? 0. 46)% ,当 R150浓度上升至 50 Lg /mL时, 肿
瘤细胞死亡率可达 ( 48. 78 ? 0. 91)% ,提示肿瘤细
胞对 R150反应敏感。以鼠 IgG为阴性对照,鼠 IgG
对细胞生长无明显影响; FasL 为阳性对照, FasL、
R150单独应用于 L342组间差异显著 ( P < 0. 05) ,
6. 25 Lg /mL FasL /R150组间无差异 (P > 0. 05)。
图 5 FasL /R150 /鼠 IgG对 L342的细胞毒效应
F ig 5 Cy totox ic e ffects of FasL and R150 on L342 ce ll line
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2. 7 流式细胞仪检测 R150对肿瘤细胞诱导凋亡
作用  使用流式细胞仪通过 Annex inV-FITC /PI双
染法检测 R150诱导的肿瘤细胞凋亡率, 其中早期
凋亡 ( 11. 8 ? 1. 1 )% ,中晚期凋亡 ( 30. 2 ? 1. 3)% ,
总凋亡率约为: ( 40. 1 ? 1. 9 )%。对照 p-DR5 mAb
诱导肿瘤细胞早期凋亡 ( 21. 3 ? 0. 8) % ,中晚期凋
亡 ( 22. 2 ? 1. 1) % , 总凋亡率 ( 42. 6 ? 1. 7) %。结
果同样提示肿瘤细胞对 R150敏感。
图 6 流式细胞仪检测 R150对肿瘤细胞诱导凋亡作用
F ig 6 R150- induced cells apoptosis de tected by flow cytom etry
3 讨论
可溶性 TRA IL 的抗肿瘤作用在小鼠和灵长类
动物试验中已经得到证实。然而, TRA IL 的某些形
式能够诱导人正常肝细胞凋亡, 因此, 对 TRA IL 临
床应用的安全性产生了疑虑。由于在 TRA IL 的 2




mRNA序列全长 1 460 bp, 已经发现有 2种构型
DR5A /TRICK2A (短 )及 DR5B /TR ICK2B (长 ), 其
中 1-55氨基酸是信号肽, 84-179氨基酸残基含有 2
个富含半胱氨酸的重复功能区的链状结合区, 184-
206氨基酸为跨膜区, 与 DR4的同源性为 58% , 与
TNFR1死亡受体结构的同源性达 64%。 DR5与配
体相结合后, 通过一个 Fas相关死亡结构域 ( Fas-
associated death doma in, FADD) 为接头器与凋亡信
号的起始因子胱冬酶原 ( pro-caspase-8 )结合。这
样,死亡配体-死亡受体-FADD-胱冬酶原分子以串联
形式组合成死亡诱导信号复合体 ( death- induc ing












作用时, 可通过提高 JNK /P38及 caspase-8的活性
发挥协同促凋亡作用;与化疗药物联合作用时, 也可
通过 MAPKK4 ( m itogen- act ivated pro te in k inase k-i
nase) 激酶活化激活 JNK /P38途径发挥协同促细胞
凋亡作用。
我们以高纯度的重组 DR5蛋白作为抗原, 使用
细胞融合技术,成功地获得抗 DR5抗体 R150, 运用






瘤细胞的杀伤效用: MTT 法表明 R150 浓度为
1. 562 5 Lg /mL时, 肿瘤细胞死亡率为 ( 7. 33 ?
0. 46)% ,当 R150浓度上升至 50 Lg /mL时, 肿瘤细
胞死亡率可达 ( 48. 78 ? 0. 91)% ; 流式细胞仪检测
R150诱导的肿瘤细胞凋亡率, 早期凋亡 ( 30. 2 ?
1. 3)%, 中晚期凋亡 ( 11. 0 ? 1. 1 )%,总凋亡率约为
( 40. 1 ? 1. 9)%。2种方法结论均显示 L342对 R150
敏感。
抗 DR5抗体具有与 DR5结合的高度特异性,
且不与诱骗分子 ( decoy recepto r, D cR)相互作用, 不




对 TRA IL有耐受性的肿瘤细胞对抗 DR5抗体也敏
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